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第 1 章 研究背景 
 













(ヒトの頭髪では通常 2-5 年の期間) から、②毛母細胞の細胞分裂が停止し、アポトーシスを
起こすことで頭髪の成長が停止する退行期 (2-3 週間の期間) へ移行し、③毛包が萎縮する
ことで古い頭髪が脱落して再び毛包が再構築されるまで、頭髪の伸長が行われない休止期 
(3-6 ヶ月の期間) を経て、次の成長期となるまでの 3 ステージである (Figure 1.2) [8]。 
 
Figure 1.2. ヘアサイクル 







と円形脱毛症 (alopecia areata；AA) に分類される。AGA は、国内の患者数が 1,800 万人を
超え、女性にも発生することが報告されている[9]。AGA 発症の原因は、男性ホルモンの影
響が大きく、ジヒドロテストステロン (DHT) の過剰生成による。テストステロンが前頭部









られる。これは、AA 病変部の毛包でインターフェロン-γ (IFN-γ) が大量に産生され、これ










毛根の最下部にある毛乳頭細胞は、FGF-7 (fibroblast growth factor、線維芽細胞増殖因子)、
VEGF (vascular endothelial growth factor、血管内皮細胞増殖因子)、IGF-1 (insulin-like growth 



































ム塩化物 (外用) があり、一般用医薬品ではミノキシジル (外用) がある。これらに加え、
海外ではスピロノラクトン、シメチジン、クロベタゾールプロピオン酸エステル、ジトラノ
ール (アントラリン)、コルチコステロイド、トレチノイン、およびミノキシジル (内服) が
医薬品として脱毛症の治療に用いられる (Figure 1.3)。 
上述の医薬品のうち、フィナステリド、デュタステリド、スピロノラクトン、シメチジン
は AGA の治療に用いられ[15, 16]、クロベタゾールプロピオン酸エステル、ジトラノール、
コルチコステロイド、トレチノインは、AA の治療に用いられている[17-19]。ミノキシジル
は、AGA と AA の両者に、カルプロニウム塩化物は、AA と壮年性脱毛症 (AGA の一種) に
それぞれれ適用されている。 
フィナステリドは、1992 年に前立腺肥大の治療薬 (5 mg/日) として、米国食品医薬品局
(Food and Drug Administration，FDA) で承認された。その後、1997 年には、低用量経口薬 (1 
mg/日) で、AGA 治療薬として承認を得て注目された。日本へは 2005 年に AGA 治療薬とし
て承認されている。本剤は、テストステロンの DHT の変換を触媒するⅡ型 5α リダクター
ゼ阻害剤で、抗アンドロゲン作用を示し[20]、毛包で男性ホルモンの作用を減弱する。フィ
ナステリドは、日本では成人男性にのみ適用が認められており、女性や未成年は適用外であ























Figure 1.4. ミノキシジルの作用機序[22] 
 
また、カルプロニウム塩化物は、コリンエステラーゼ抵抗性のアセチルコリン受容体作動




の育毛成分として知られる trans-3,4’-dimethyl-3-hydroxyflavanone (t-フラバノン) は、毛包上
皮細胞の増殖促進活性を有するセイヨウオトギリソウ由来の天然物 astilbin をリード化合物
として開発された。t-フラバノンは、毛乳頭で成長期毛を退行期へと移行させる腫瘍増殖因
子-β (TGF-β) の活性化を抑制することで、毛包上皮細胞の増殖を促進する[23, 24]。また、


































は約 3,000 種の植物が生息しているが、現在、薬用植物として使われているのは 100 種程度
である。 
徳島大学はモンゴル健康科学大学 (現、モンゴル国立医科大学) との学術交流に関する協




Gentianella amarelle ssp. acuta から、新規 tetrahydroxanthone を単離し (Figure 1.5)、化学構造
を明らかにしている[29]。また、リンドウ科植物 Gentiana algida の地上部から、新規セコイ
リドイド配糖体を単離し、化学構造を明らかにしている[30]。 
 
    
Figure 1.5. モンゴル産リンドウ科植物 Gentianella amrelal ssp. acuta 






第 3 節 Inonotus obliquus (Chaga) について 
 






























第 2 章 実験動物を用いた Chaga とセイヨウオオバコの発毛・育毛活性の評価 
 
第 1 節 実験動物を用いた Chaga とセイヨウオオバコの発毛・育毛活性の評価  
 
2.1.1 Chaga ならびにセイヨウオオバコの抽出液の調製 
 
モンゴルで購入した Chaga の粉砕物 (250 g, dry) を熱水、ならびに常温下 35 % EtOH で
抽出し、熱水抽出液 (IoW) と 35 % EtOH 抽出液 (IoE) を調製した。同様に、セイヨウオオ
バコの地上部 (250 g, dry) を抽出し、熱水抽出液 (PmW) と 50 % EtOH 抽出液 (PmE) を得
た。Chaga 熱水抽出液 (IoW) とセイヨウオオバコ熱水抽出液 (PmW) を等量混合し、混合




ICR マウスの背部を除毛した後、除毛部に抽出液 IoW、IoE、PmW、PmE、mix (IoW+PmW)、
および対照薬剤 (ミノキシジル) を 2 時間おきに１日 5 回、14 日間、1 回あたり 400 μL 程
度塗布した後に、毛の密度を測定した[52, 53]。 
その結果、IoW に、強い発毛・育毛活性があることが確認された (Figure 2.1)。一方、IoE、
PmW、および PmE の発毛・育毛活性は、いずれもミノキシジルと同程度であった。 










Figure 2.1. Chaga ならびセイヨウオオバコ抽出液の発毛・育毛活性 
 (IoW : Chaga 熱水抽出液、IoE: Chaga 35 %EtOH 抽出物液、PmW:セイ 
 ヨウオオバコ熱水抽出液、PmE:セイヨウオオバコ 50 %EtOH 抽出液、






















第 2 節 Chaga 抽出液の各種代謝酵素活性に与える影響 
 




テラーゼリパーゼ、リパーゼ) および糖質代謝酵素 (α ｰガラクトシダーゼ、β-ガラクトシダ
ーゼ、β-グルクロニダーゼ、α-グルコシダーゼ、β-グルコシダーゼ、N-アセチル-β-グルコサ












Figure 2.2.  Chaga の熱水抽出液 (IoW) と 35 % EtOH 抽出液 (IoE) が 
























第 3 節 小活 
 













第 3 章 毛乳頭細胞増殖促進活性を指標とした Chaga の発毛・育毛活性成分の 
 探索 
 
第 1 節 Chaga の抽出条件の検討ならびに粗画分の調製 
 
3.1.1 Chaga の抽出条件の検討  
 
Chagaに含有される発毛・育毛活性成分を探索するため、第 2章で活性を見い出した Chaga
熱水抽出液 (IoW) と 35 % EtOH 抽出液 (IoE) に含有される成分の薄層クロマトグラフィー 
(TLC) による分析を行った。すなわち、IoW と IoE をそれぞれ減圧下濃縮し抽出物を作製
した。これらをそれぞれ EtOAc と H2O で分配し、得られた H2O 可溶部をさらに n-BuOH と
H2O で分配した(Scheme 3.1 および 3.2)。 
得られた各層の濃縮物について TLC で含有成分の極性を確認した (Figure 3.1)。熱水抽出











Chaga 熱水抽出液 (IoW) (200 mL) 
 concd. 
Chaga 熱水抽出物 (4.9 g) 
 partit. 
  
EtOAc (0.2 g)               H2O  
                         (IoW-Et)                     partit. 
 
n-BuOH (0.2 g)    H2O (4.4 g) 
                         (IoW-Bu)      (IoW-W) 
 





Chaga 35 % EtOH 抽出液 (IoE) (56.8 mL) 
 concd. 
Chaga 35% EtOH 抽出物 (653.0 mg) 
  partit. 
  
EtOAc (19.6 mg)              H2O  
                         (IoE-Et)                     partit. 
 
n-BuOH (26.2 mg)  H2O (602.8 mg)  
                         (IoE-Bu)      (IoE-W) 
 








Figure 3.1. Chaga 抽出液ならびに各画分の TLC 
CHCl3/EtOAc=1:1 {1: Chaga 熱水抽出液 (IoW), 2: EtOAc 層 (IoW-Et), 3: BuOH 層 (IoW-Bu),  
4: Chaga 35 %EtOH 抽出物液 (IoE), 5: EtOAc 層 (IoE-Et), 6: BuOH 層 (IoE-Bu)} 
EtOAc/MeOH/H2O=20:3:2, CHCl3/MeOH/H2O=6:4:1 
 {1: Chaga 熱水抽出液 H2O 層 (IoW-W), 2: IoW-Et, 3: IoW-Bu,  



















CHCl3:EtOAc=1:1   EtOAc:MeOH:H2O=20:3:2 CHCl3:MeOH:H2O=6:4:1  CHCl3:MeOH:H2O=6:4:1 





3.1.2 Chaga の抽出ならびに粗画分の調製 
 
Chaga (5.0 kg, dry) を 80 ％ EtOH で抽出した。得られた抽出物を 50 % EtOH で懸濁した
後、吸引濾過し 50 % EtOH 不溶部 (fr. A, 56 g) と可溶部 (fr. B, 183 g) を得た (Scheme 3.3)。  
  
Chaga (5.0 kg, dry ) 
 ext. with 80% EtOH 
80 % EtOH ext. (254 g) 
suspend. with 50 % EtOH 
 filtration 
  
50 % EtOH-不溶部 (fr. A)   50 % EtOH-可溶部 (fr. B) 
(56 g)                  (183 g) 
 






3.1.3  Chaga 粗画分の各種代謝酵素に与える影響 
 
Chaga より調製した 50 % EtOH 不溶部 (fr. A) と可溶部 (fr. B) が、第 2 章第 2 節と同様
19 種の代謝酵素に与える影響を評価した。 
その結果、fr. A (250 µg/mL) は、リパーゼ、ロイシンアリルアミダーゼ、α-グルコシダー
ゼに活性亢進作用を示した (Figure 3.2)。 
Fr. B (250 µg/mL) はアルカリフォスファターゼ活性とロイシンアリルアミダーゼに対し
て活性亢進作用を示した。 
しかしながら、これらの結果は、第 2 章で行った Chaga 熱水抽出液と 35 % EtOH 抽出液
の酵素活性に与える影響の評価結果と対応していなかったため、酵素活性を指標とした活



























fr. A (250 µg/mL)




第 2 節 毛乳頭細胞増殖促進活性を指標とした活性成分の探索 
 
Fr. A と fr. B について、ヒト頭髪毛乳頭細胞 (Human Follicle Dermal Papilla Cells, HFDPC) 
の増殖に与える影響[54-56]を MTT アッセイを用いて毛乳頭細胞増殖率 (%) で評価した。 
その結果、fr. A は 3.1 µg/mL で、140 %の細胞増殖促進活性を示したが、12.5 µg/mL 以上
の濃度では細胞毒性を示すことが分かった (Table 3.1)。 
一方、fr. B の 3.1 µg/mL における細胞増殖促進活性は 115 %であったが、12.5 µg/mL では
139 %の増殖促進活性が見られた。対照薬剤のミノキシジルの細胞増殖促進活性は 4.2 µg/mL
において 104.6 %であった。 
 
 
Table 3.1 Fr. A と fr. B の毛乳頭細胞増殖促進活性 (%) 
sample concentration (μg/mL) 
 3.1 12.5 50 
fr. A 139.8 ± 1.3*** < 80 % a < 80 % a 
fr. B 114.5 ± 2.4** 139.2 ± 2.2*** < 80 % a 
minoxidil 104.6 ± 1.4* at 4.2 μg/mL 
Data represent means ± SE (n = 6) 
*** P < 0.001, ** P < 0.01, * P < 0.05 



















Fr. A に顕著な毛乳頭細胞増殖促進活性が認められたため、SiO2 カラムを用いて分画し、
fr. A1–A8 を得た。これらのフラクションの HFDPC に対する増殖促進活性を評価した。その
結果、fr. A3–A6 と A8 は 1 µg/mL の濃度で、それぞれ 158.4、151.9、206.8、136.5、134.6 %
の増殖促進活性を示した (Figure 3.3)。 
そこで、fr. A3–A6 と fr. A8 を SiO2カラム、ODS カラム等を用いて繰り返し分離し、10 種





SiO2 (n-hexane / EtOAc ) 
       
    fr. A1    fr. A2    fr. A3   fr. A4   fr. A5   fr. A6    fr .A7   fr. A8 
(0.7 g)    (0.1 g)    (5.0 g)  (1.1 g)    (15.6 g)    (2.5 g)   (10.9 g)   (15.2 g) 
 
       b        a,c                 b            c,b              a,b          
(1) (424 mg)  (2) (276 mg)   a      (3) (2.1 g )  (4) (140 mg)   c,a  (5) (590 mg)  a,d,e 
(6) (170 mg)  (7) (117 mg) (8) (96 mg)    (9) (152 mg) 







Scheme 3.4.  Fr. A からの化合物 1–10 の単離 
a)  SiO2 column (n-hexane : EtOAc) 
b)  SiO2 HPLC (Mightysil Si60, n-hexane : EtOAc) 
c)  SiO2 column (toluene : acetone) 
d)  SiO2 column (toluene : EtOAc) 




Figure 3.3. Frs. A1–A8 の毛乳頭細胞増殖促進活性 





































































3.2.1 化合物 1–10 の同定 
 
化合物 1–10 の各種スペクトルデータを文献値と比較し、ラノスタン型トリテルペンの
lanosterol (1) [57]、 lanost-8,24-diene-3β-ol-22-al (2) [58]、inotodiol (3) [57-59]、lanost-8,24-diene-
3β,21-diol (4) [59]、trametenolic acid (5) [57, 58]、lanost-8,23E-diene-3β,22R,25-triol (9) [60]、シ
クロラノスタン型トリテルペンの 3β,21R,24S-21,24-cyclolanost-8-ene-3,21,25-triol (10) [61, 62]、
ルパン型トリテルペンの betulin (7) [57]、ステロールの β-sitosterol (6) [63] および ergosterol 






























      





第 3 節 Chaga 含有成分の毛乳頭細胞増殖促進活性の評価 
 
単離した化合物のうち、ラノスタン型トリテルペン 1–5 について HFDPC の増殖促進活性
を評価した。 
化合物 2 は 5 µM で、3 は 1.3 µM で細胞毒性を示したが、2 は 0.02 µM、3 は 0.08 µM で
それぞれ 131.4 %と 121.1 %の増殖促進活性を示した。 
4 は、0.31 µM、1.3 µM、5.0 µM の濃度で、それぞれ 115.1 %、147.7 %、136.6 %の増殖促
進活性を示した (Table 3.2)。また、化合物 5 も、0.31 µM、1.3 µM における増殖率がそれぞ
れ 114.4 %、118.8 %と顕著な増殖促進活性を示した。 
毛乳頭細胞増殖促進活性を示した化合物 1–5 について相乗効果の有無を確認した。混合
比は、各化合物の濃度 (1 は 20 μM、2 と 3 は 0.31 μM、4 は 1.3 μM、5 は 1.3 μM) とした。
ミノキシジルは、80 µM で増殖率 116 %を示したが、1–5 の混合物の増殖率は 166.7 %であ
った。いずれの化合物単独における増殖率よりも高かった。 
 
Table 3.2  ラノスタン型トリテルペン 1–5 の毛乳頭細胞増殖促進活性 (%) 
compound concentration (μM) IC50
a 
 0.02 0.08 0.31 1.3 5 20 (µM) 
1 105.0±6.0 118.8±1.1* 114.6±2.4* 90.6±1.0 87.1±1.3 110.6±2.5* 64.5 
2 131.4±4.2* 120.0±4.5* 100.3±2.0 97.4±2.7 < 80 % b nt > 5 
3 103.7±2.2 121.1±4.4* 111.1±2.9* < 80 % < 80 % b nt > 5 
4 120.5±8.9* 113.0±9.4* 115.1±2.0*** 147.7±4.0*** 136.6±5.7*** nt 21.1 
5 110.9±4.1 108.1±4.2 114.4±2.0*** 118.8±1.6*** 96.0±2.7 nt 59.7 
minoxidil  116.1 ± 3.5 * at 80 μM  
Data represent means ± SE (n = 6)  
nt not tested 
*P < 0.05, ***P < 0.001 
a Cytotoxicity against HFDPC  
b Cell viability < 80 % 









第 4 節 小括 
 
HFDPC の増殖促進活性を指標として Chaga の発毛・育毛活性成分の探索を行い、10 種の
化合物 (1–10) を単離した。化合物(1–10) の構造を各種スペクトルの解析により同定した。
このうちラノスタン型トリテルペン lanosterol (1)、lanost-8,24-diene-3β-ol-22-al (2)、inotodiol 
(3)、lanost-8,24-diene-3β,21-diol (4)、および trametenolic acid (5) は、いずれも対照薬剤のミノ





第 4 章 Chaga 粗画分ならびに活性成分の作用メカニズムの検討 
 
第 1 節 テストステロン 5α リダクターゼ阻害活性およびアンドロゲン受容体拮抗作用の 
評価 
 
4.1.1  テストステロン 5α リダクターゼ阻害活性 
 
Chaga 80 % EtOH 抽出物から調製した 50 % EtOH 不溶画分 (fr. A) と可溶画分 (fr. B)、な
らびに fr. A から単離した HFDPC 増殖活性を示す化合物 1–5 について、テストステロン 5α
リダクターゼ阻害活性 [65, 66]を評価した。 
その結果、fr. A と fr. B、および化合物 1–5 は、いずれもテストステロン 5 α リダクターゼ
阻害活性を示さなかった (Table 4.1 および 4.2)。 
 
 
Table 4.1  Fr. A と fr. B のテストステロン 5α リダクターゼ阻害活性 (%) 
sample concentration (μg/mL) 
 100 400 1000 IC50 (μg/mL) 
fr. A 4.0 70.7 88.2 307.0 
fr. B −2.6 72.8 98.4 309.4 
β-estradiol nt nt nt 13.0 
Data represent the average (n = 4) 
nt not tested 
 
Table 4.2   1–5 のテストステロン 5α リダクターゼ阻害活性 (%) 
sample concentration (μM) 
    225    450 900 IC50 (μM) 
1 −2.9 −2.3 −8.5   − 
2 −6.6 −5.3 −3.3   − 
3 7.0 16.9 38.6 > 900 
4 15.4 17.1 29.4 > 900 
5 4.9 1.1 2.7 − 
β-estradiol 18.0 nt 51.4 8.9 
Data represent the average (n = 4) 





4.1.2  Fr. A と fr. B のアンドロゲン受容体拮抗作用 
 
Fr. A と fr. B について、アンドロゲン受容体拮抗作用[67]を評価した結果、fr. A と fr. B は
いずれも拮抗作用を示さなかった (Table 4.3)。 
 
Table 4.3  Fr. A と fr. B のアンドロゲン受容体拮抗作用 (％) 
sample concentration (μg/mL)  
 3.1 12.5 50 IC50 (μg/mL) 
fr. A −11.5 0.6 99.9 30.2 
fr. B 15.0 0.1 43.1 > 50 
cyproterone acetate nt nt nt 0.0024 (5.7 nM) 
Data represent the average (n = 4) 


























第 2 節 ヘアサイクルに関与する細胞増殖因子の遺伝子発現の評価 
 
4.2.1  Fr. A と fr. B が細胞増殖因子の遺伝子発現に与える影響 
 
Fr. A と fr. B について、ヘアサイクルに関与する細胞増殖因子 FGF-7、VEGF、IGF-1、お
よび HGF の遺伝子発現に与える影響[68, 69]を評価した。すなわち、fr. A と fr. B を HFDPC 
に作用させた後、各細胞増殖因子の mRNA 発現量を測定した。 
その結果、fr. A は FGF-7 に対して、3.1 µg/mL で 113.5 %、12.5 µg/mL で 133.9 %の発現促





Figure 4.1.  Fr. A と fr. B の細胞増殖因子の遺伝子発現に与える影響 

































































































4.2.2   化合物 1–10 が細胞増殖因子の遺伝子発現に与える影響 
 
Fr. A から単離した化合物 1–10 についても同様に、各種細胞増殖因子の mRNA 発現量を
測定した。FGF-7 に対して、それぞれ 1 は 5.0 µM で 134.2 %、2 は 1.25 µM で 167.8 %、3 は
1.25 µM で 122.2 %、4 は 1.25 µM で 133.0 %、6 は 20 µM で 150.9 %、7 は 20 µM で 126.1 %
、8 は 5 µM で 122.9 %、9 は 5 µML で 115.8 %、10 は 5 µM で 142.9 %の発現促進作用を示
した (Figure 4.2)。   
VEGF に対して、5 は 20 µM で 157.8 %、7 は 20 µM で 207.5 %の発現促進作用を示した。 
IGF-1 に対して、6 は 1.25 µM で 126.5 %の発現促進作用を示した。 

































Figure 4.2. 化合物 1–10 の細胞増殖因子の遺伝子発現に与える影響 
































































































第 3 節 小括 
 
Chaga 80 % EtOH 抽出物から調製した 50 % EtOH 不溶画分 (fr. A) と可溶画分 (fr. B)、 な
らびに fr. A から単離した HFDPC 増殖活性を示す化合物 1–5 について、テストステロン 5α
リダクターゼ阻害活性ととアンドロゲン受容体拮抗作用を評価した。その結果、fr. A と fr. 
B、および化合物 1–5 は、テストステロン 5α リダクターゼ阻害活性とアンドロゲン受容体
拮抗作用を示さないことが明らかとなった。 
Fr. A と fr. B、および化合物 1–10 について、各種増殖因子の mRNA 発現量を測定したと
ころ、FGF-7 に対して、fr. A と fr. B、および 1–10 のうち化合物 5 以外は、発現促進作用を

































環で得た「モンゴルではChaga (Inonotus obliquusの菌核) やセイヨウオオバコが健康な頭髪
の維持のために利用されている」という情報に基づき、Chagaを素材とした、新しい発毛・
育毛剤の開発を視野に入れ、その発毛・育毛活性成分の探索を行った。 
ヒト頭髪毛乳頭細胞 (HFDPC) に対する増殖促進活性を指標として選択し、Chaga の活性
成分の探索を行った。その結果、10 種の化合物  (1–10) を単離し、スペクトル解析により
それらの構造を明らかにした。このうち、化合物 1–5 はラノスタン型トリテルペンで、いず
れも対照薬剤ミノキシジルを上回る HFDPC 増殖促進活性を示した。さらに、1–5 は相乗的
に増殖促進活性を示すことを明らかにした。 
化合物 1–5 は、テストステロン 5αリダクターゼ阻害活性とアンドロゲン受容体拮抗作用
は示さなかったが、ヘアサイクルに関与する線維芽細胞成長因子-7 (FGF-7) と血管内皮細
胞成長因子 (VEGF) の遺伝子の発現を高めることが明らかになった。 
本研究では、発毛・育毛に関わるテストステロン 5α リダクターゼやアンドロゲン受容体
等に標的を設定した target based drug discovery (TDD) ではなく、HFDPC に対する増殖促進活
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第 2 章 
 
供試材料 
 2014 年、モンゴルで購入した (Ionsei Samhwa、ウランバートル) Chaga (Inonotus obliquus)
の乾燥粉砕物とセイヨウオオバコ (Plantago major) の地上部乾燥物を用いた。 
 
Chaga ならびにセイヨウオオバコの抽出液の調製 
①Chaga 熱水抽出液 (IoW) の調製 
Chaga (250 g, dry) を 1 L の熱水 (90 ℃) で 24 時間抽出した後、残渣をろ去して Chaga 熱
水抽出液 (IoW) を得た。 
②Chaga 35 % EtOH 抽出液 (IoE) の調製 
Chaga (250 g, dry) を 1 L の 35 % EtOH で、日中は 4 ℃、夜間は室温にて 2 週間抽出した
後、残渣をろ去して Chaga 35 % EtOH 抽出液 (IoE) を得た。 
③セイヨウオオバコ熱水抽出液 (PmW) の調製 
セイヨウオオバコ(250 g, dry) を 1 L の熱水 (90 ℃) で 24 時間抽出した後、残渣をろ去し
てセイヨウオオバコ熱水抽出液 (PmW) を得た。 
④セイヨウオオバコ 50 % EtOH 抽出液 (PmE) の調製 
セイヨウオオバコ (250 g, dry) を 1 L の 50 % EtOH で、日中は 4 ℃、夜間は室温にて 2 週
間抽出した後、残渣をろ去してセイヨウオオバコ 50 % EtOH 抽出液 (PmE) を得た。 
⑤IoW と PmW 混液{mix (IoW+PmW)}の調製 




ICR マウス (クローズドコロニー、日本チャールズリバー) を除毛した後、除毛した ICR
マウス背部に、各抽出液 IoW、IoE、PmW、PmE、mix (IoW+PmW）、および対照薬剤 (ミノ
キシジル) を 2 時間おきに１日 5 回、14 日間、1 回あたり 400 μL 程度塗布し、14 日経過し
た後に、毛の密度を RS イメージ プレスソフトウェアー (Roper Scientific, Martinstried, 
Germany) を用いて測定した。6 群、n=3 とした。 
 
Chaga 抽出液の各種代謝酵素活性に与える影響 







ステラーゼリパーゼ、リパーゼ) および糖質代謝酵素 (α ｰガラクトシダーゼ、β-ガラクトシ
ダーゼ、β-グルクロニダーゼ、α-グルコシダーゼ、β-グルコシダーゼ、N-アセチル-β-グルコ
サミニダーゼ、α ｰマンノシダーゼ、α ｰフコシダーゼ) に与える影響を酵素活性研究試薬キ
ット (アピザイム、シスメックス・ビオメリュー株式会社、日本) で測定した。酵素液とし
て、SD ラット (クローズドコロニー、日本チャールズリバー、東京) の肝臓、膵臓、小腸、
血漿、および腎臓のホモジネート (インターナルオルガン溶液) を用いた。酵素液 (インタ
ーナルオルガン溶液) 32.5 μL と IoW または IoE のそれぞれ 32.5 μL を、またコントロール群 
(CTR) には酵素液 (インターナルオルガン溶液) 32.5 μL と超純水 32.5 μL をそれぞれ混合し
て、アピザイムキットのマイクロウエルに加えて、37 ℃で 4 時間インキュベーションした
後、ZYM A 試薬溶液 32.5 μl と ZYM B 試薬溶液 32.5 μl を加えて、ナノドロップ 1000 分光
光度計 (エル・エム・エス、東京) にて吸光度 {アルカリ性フォスファターゼ、エステラー
ゼ、エステラーゼリパーゼ、リパーゼ (以上、551 nm)；ロイシンアリルアミダーゼ、バリン
アリルアミダーゼ (以上、497 nm)；シスチンアリルアミダーゼ、トリプシン、α-キモトリプ
シン (以上、402 nm)；酸性フォスファターゼ (540 nm)、ナフトール-AS-BI-フォスフォヒド
ロラーゼ (547 nm)、α-ガラクトシダーゼ (403 nm)、β-ガラクトシダーゼ (551 nm)、β-グルク
ロニダーゼ (586 nm)、α-グルコシダーゼ (556 nm)、N-アセチル-β-グルコサミニダーゼ (416 
nm)、α-マンノシダーゼ (403 nm)、α-フコシダーゼ (552 nm)}を測定した。 
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NMR スペクトルは、Bruker AVANCE-500 NMR spectrometer で測定した。 
薄層クロマトグラフィー (TLC； thin-layer chromatography) には、silica gel 60 F 254 (Merrk, 
Germany) を、カラムクロマトグラフィーには、silica gel 60N  (63–210 µm, 関東化学、東京) 




第 2 章で得られた Chaga 熱水抽出物と Chaga 35 % EtOH 抽出物について、それぞれ
EtOAc と H2O で溶媒間分配し、得られた H2O 可溶部をさらに n-BuOH と H2O で溶媒間分
配した。得られた可溶画分について、TLC で確認した。展開溶媒は CHCl3/EtOAc=1:1、











Chaga (5.0 kg, dry) に、80 % EtOH を 14 L 加え、5 日間室温で抽出した。振動真空濃縮機 
(VD-15-T、冷却水量 10 L/min.、合計 7.0 Kw、220 V/60 Hz、株式会社阿部鐵工所) で濃縮し
た。得られた抽出物を 50 % EtOH で懸濁した後、吸引濾過して、不溶部 (fr. A、56.1g) と可
溶部 (fr. B、183.0g) を得た。 
Fr. A を SiO2カラム (n-hexane / EtOAc , 12:1—2:1) で分画し、fr. A1–A8 を得た。 
Fr. A3 (300 mg) を SiO2-HPLC (n-hexane / EtOAc, 12:1) で精製し、lanosterol (1, 12 mg) [58]
を単離した。 
Fr. A4 (1.1 g) を、SiO2カラム (n-hexane/EtOAc, 15:1—4:1) で分画し、frs. A4.1–10 を得た。
さらに、fr. A4.8 (57.3 mg) を、SiO2カラム (toluene/acetone, 20:1—18:1) で分離し、lanost-8,24-
diene-3β-ol-22-al (2, 7 mg) [59-60]を単離した。Fr. A4.6 (465 mg) を、SiO2カラム (n-hexane / 
EtOAc , 12:1—7:1) で分離し、fr. A4.6.8 として β-sitosterol (6, 114 mg) [64] を単離した。 
Fr. A5 (400 mg) を、SiO2-HPLC (n-hexane / EtOAc, 6:1) で精製し、inotodiol (3, 53 mg) [59-
60] を単離した。 
Fr. A6 (2.5 g) を、SiO2カラム (toluene/acetone, 30:1—15:1) で分画し、frs. A6.1–9 を得た。
さらに、fr. A6.5 (743 mg) を、SiO2-HPLC (n-hexane / EtOAc, 8:2)で精製し、lanost-8,24-diene-
3β-,21-diol (4, 12 mg) [60]と betulin (7, 10 mg) [58] を単離した。Fr. A6.6 (200 mg) を、SiO2カ
ラム(n-hexane / EtOAc, 6:1—3:1) で分離し、ergosterol peroxide (8, 9 mg) [65]を単離した。 
Fr. A8 (800 mg) を、SiO2カラム(n-hexane/EtOAc, 6:1—1:1) で分画し、frs. A8.1–A8.13 を得
た。さらに、A8.6 (204 mg) を、SiO2-HPLC (n-hexane / EtOAc, 8:2) で精製し、trametenolic acid 
(5, 59 mg) [58, 59]を単離した。Fr. 8.10 (800 mg) を、SiO2カラム (toluene /EtOAc, 9:1—2:1) で
分画し、frs. A8.10.1–A8.10.8 を得た。Fr. 8.10.6 (168 mg) を、ODS-HPLC (CH3CN:H2O=7:3) で
精製し、lanost-8,23E-diene-3β,22R,25-triol (9, 8 mg) [61]と 3β,21R,24S-21,24-cyclolanost-8-ene-
3,21,25 -triol (10, 47 mg) [62, 63]を単離した。 
化合物 1–10 のスペクトルデータを文献値と比較し、それぞれの構造を同定した。 
 
Chaga 粗画分の各種代謝酵素に与える影響 




ヒト頭髪毛乳頭細胞 (東洋紡績株式会社製、商品名「ヒト頭髪毛乳頭細胞 Human Follicle 
Dermal Papilla Cells (HFDPC) (Code No.CA60205a)」 ) を、毛乳頭細胞増殖培地  (Code. 




ンスリン・トランスフェリン・トリヨードサイロニン混液 (ITT) 1.25 mL、牛下垂体抽出液 
(BPE) 2.5 mL およびサイプロテロンアセテート (Cyp) 1.25 mL を添加した。培地を用いて (5 
% CO2, 37 ℃) 培養した。トリプシン/ EDTA (0.05 %濃度) 処理後、細胞を、10 %ウシ胎児血
清(FBS)含有ダルベッコ変法イーグル培地 DMEM (ナカライテスク株式会社) を用いて、
1.0×104 細胞 / mL に調製し、96 ウエルマイクロプレートの各ウェルに、200μL ずつ播種し
た。3 日間培養後、培地を吸引除去し、化合物の DMSO 溶液を、無血清 DMEM 培地で希釈
した各種濃度 (0.02､0.08､0.31､1.3､5､20 μM) の試料 (320 μM を希釈) またはミノキシジル
を、各ウェルに 200 μL ずつ添加し、さらに 4 日間培養した。培地を吸引除去し MTT アッセ
イを用いて毛乳頭細胞増殖を測定した。即ち、MTT (3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-
ジフェニルテトラゾリウムブロミド) を、終濃度 0. 4 mg/mL で無血清の DMEM に溶解し、
各ウェルに 100 μL ずつ添加した。2 時間培養後、2-プロパノールを 50 μL ずつ各ウェルに加
え、波長 570 nm における吸光度を測定して、第 1 の吸光度を得た。同時に、濁度として波
長 650 nm における吸光度を測定して、第 2 の吸光度を得た。第 1 の吸光度と第 2 の吸光度
の差をもってブルーホルマザン生成量とした。毛乳頭細胞増殖促進率 (%) は、下記式 (1) 
により算出した。 
  毛乳頭細胞増殖促進率 (%) ＝A1/B1 × 100  ・・・式 (1) 
     A1：被験試料添加時のブルーホルマザン生成量 
     B1：被験試料無添加時のブルーホルマザン生成量 
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テストステロン 5α リダクターゼ阻害活性試験 
 テストステロンをプロピレングリコールに溶解して、濃度 4.2 mg/mL の溶液を調製した。
この溶液 20 μL と、1 mg/mL NADPH 含有 5 mM Tris-HCl 緩衝液 (pH 7.13) 825 μL とを、蓋
付きＶ底試験管で混合した。化合物は、EtOH、50 % EtOH または精製水に溶解して各種濃
度の溶液を調製した。 
 前述の蓋付きＶ底試験管中の混合液に、被験試料の溶液 80 μL および S-9 ラット肝ホモジ
ネート 75 μL を加えて再び混合した。試験管中の内容物を 37 ℃で 60 分間反応させた後、塩











相対比を下記 (2) にしたがって求めた。その後、式 (3) にしたがって被験試料の変換率を
算出した。 
  相対比＝被験試料のピーク面積／標準品のピーク面積  ・・・式 (2) 
  変換率(%)=(A2+B2)/(A2+B2+C2)×100  ・・・式 (3) 
   A2：3 α-アンドロスタンジオールの相対比 
    B2：ジヒドロテストステロンの相対比 
    C2：テストステロンの相対比 
 算出された変換率に基づき、下記式 (4) にしたがってテストステロン 5α-リダクターゼ活
性阻害率を求めた。 
 テストステロン 5 α リダクターゼ活性阻害率 (％)＝(1-E/D) × 100  ･･･式 (4) 
    D：空試験での変換率 
   E：被験試料添加での変換率 
 なお、ガスクロマトグラフィーの条件は、以下のとおりである。 
  使用機器 ：Shimadzu GC-2010 
  カラム  ：DB-1701 (φ0.53mm×30m、膜厚：1.0 μm) 
  カラム／注入温度 ：240 ℃ / 300  
  検出器  ：FID 
  キャリアガス ：窒素ガス 
 
アンドロゲン受容体拮抗作用試験 
 マウス自然発生乳がん (シオノギ癌、SC-115) よりクローニングされた SC-3 細胞を、2 % 
DCC-FBS および 0.01 µm テストステロンを含有する MEM 培地 (MEM/2 培地) を用いて培
養した後、トリプシン処理により細胞を回収した。回収した細胞を、MEM/2 培地で 1.0×105 
細胞/mL の濃度に調製した。細胞を 96 ウェルプレートに 100 μL ずつ各ウェルに播種した。 
 一晩培養後、培地を除去し、0.5 % BSA 含有 Ham F12+MEM (HMB) に溶解した。1 mM ジ
ヒドロテストステロンと被験試料を 100 μL 添加し、48 時間培養した。終濃度 0.4 mg/mL で
MEM/2 に溶解した MTT を各ウェルに 100μL ずつ添加し、2 時間培養後、2-プロパノールを
各ウェルに 200 μL ずつ加えた。波長 570 nm における吸光度を測定して、第 1 の吸光度を得
た。同時に、濁度として波長 650 nm における吸光度を測定して、第 2 の吸光度を得た。第
1 の吸光度と第 2 の吸光度の差をもってブルーホルマザン生成量とした。 
 
ヘアサイクルに関与する細胞増殖因子の遺伝子発現  
 ヒト正常毛乳頭細胞 (HFDPC：頭頂部由来) を 60 mm ディッシュに播種し、ヒト正常毛
乳頭細胞用培地 (PCGM) を用いて培養した。細胞がコンフルエントになった後、培地を 10 
% FBS 含有の DMEM 培地へ交換し、さらに 2 時間培養した。各種濃度の化合物を、各ディ




試料無添加で培養した細胞についても、同様に totalRNA を調製した。それぞれの RNA 量を
分光光度計で測定し、200 ng/μL になるように total RNA を調製した。 
 この totalRNA を鋳型とし、ヘアサイクルに関与する各種増殖因子および内部標準である
GAPDHのmRNAの発現量を測定した。検出は、リアルタイム PCR 装置（Smart Cycler Cepheid
）を用いて、TaKaRa SYBR Prime Script TM RT-PCR Kit (Perfect Real Time) (code No.RR063A)
によるリアルタイム 2Step RT-PCR 反応により行った。 
 各種増殖因子の mRNA 発現量は、GAPDH mRNA の発現量で補正し算出した。各種増殖
因子 mRNA の発現率は、下記式 (5) により算出した。 
  各種増殖因子 mRNA 発現率 (% )＝A3/B3 × 100  ・・・式 (5) 
   A3：被験試料添加時の補正値 
   B3：被験試料無添加時 (コントロール) の補正値 
 上記増殖因子としては、線維芽細胞増殖因子-7 (FGF-7)、血管内皮増殖因子 (VEGF)、イン
シュリン様増殖因子-1 (IGF-1) および肝細胞増殖因子 (HGF) について調べた。 
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